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摘要: 以海藻酸钠( sodium alg inate, SA )和壳聚糖( chitosan, CS)为纳米粒包被材料, 构建胰岛素( insulin, INS)多糖纳米
粒.采用基质辅助激光解吸电离飞行时间( Matr ix- assisted laser desorpt ion ionization/ time o f flig ht , MALDI-TOF)质谱技
术研究若干化学因素影响 INS-多糖纳米粒的稳定性.选用电子光谱技术研究 INS-多糖纳米粒控释 INS 速率及动力学特
性.实验结果表明, INS-SA 纳米粒在 T r is-HCl缓冲液( pH 7. 2)和醋酸介质中均呈不稳定状态, 易释放 INS; 而 INS-CS
纳米粒在 T r is-HCl缓冲液中呈较为稳定状态, 其释放 INS 速率明显慢于 INS-SA 纳米粒, 并遵循一级反应动力学过程.
INS-SA 和 INS-CS 纳米粒均能有控制 INS 释放速率能力, 但两者释放速率明显不同, 其速率可分为快速与慢速释放方
式. CS 比 SA 更适合于作为包被材料研制 INS-多糖纳米粒口服制剂.
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包被材料[ 4- 7] . INS 是糖尿病患者维持正常血糖水平




优化研制 INS 纳米粒材料受到限制. 拓展具有快速、
简单和高灵敏度地分析 INS 及分解产物技术, 并适合









析手段,研究若干化学因素影响 INS-SA 和 INS-CS纳




1. 1  试剂与设备
MALDI-TOF 质谱仪 ( Bruker 公司产品, 型号:
Reflex III( UPTM ) )配置脉冲氮激光( 337 nm)作为离
子解吸电离源. 透析袋(截留分子量 10 000 u) . 质谱测
定所需的基质 2, 5-二羟基苯甲酸( DHB)、2-氰基-4-羟
基肉桂酸( HCCA)、芥子酸( Sinapic Acid, SAD)均为
质谱纯,购自美国 ICN 生物医学公司;三氟乙酸、乙腈
为光谱纯( Sigma 公司) ; IN S(徐州万邦生化制药有限
公司, 40U )、SA、CS 和氯化钙 (中国医药公司北京采
购供应站经销)、多聚磷酸钠(广东汕头市西陇化工厂)
均为分析纯.
1. 2  方  法
( 1) INS- SA 纳米粒的制备
配制 0. 1%的 SA 溶液,加入一定量 INS溶液,在
磁力搅拌的条件下, 加入一定量的 0. 2%氯化钙溶液,




( 2) INS- CS 纳米粒制备取一定量 CS 溶于 1%醋




取适量 IN S纳米粒悬浮液装入透析袋中, 并置于
0. 01 mol/ L 的 HCl溶液中, 恒温振荡 ( 37 e , 150 r/
min)透析 30 min 至游离的 INS 完全被透析到溶液
中,收集 INS-多糖纳米粒.
( 4) INS-多糖纳米粒分离与纯化
将制备好的 INS-SA 和 IN S-CS纳米粒的溶液分
别以 38 000 r/ min离心力离心 30 m in( 4 e ) , 随后收
集沉淀物, 弃上清液. 收集 INS-多糖纳米粒, 并置于
Sephadex G-75层析柱( 1. 5 @ 6. 0 cm )上进一步分离
纯化,去除游离的有机化合物、杂多糖等. INS-多糖纳
米粒的 IN S 包封率约为 85% ~ 90% . 实验所需的
IN S-多糖纳米粒纯度将经反相高压液相色谱仪( C18层
析柱)给予鉴定.
( 5) INS-多糖纳米粒中 INS稳定性的分析
目前,多数文献报道均采用 PBS缓冲液作为 INS
纳米粒释放的体系. 本试验则采用 0. 02 mol/ L 的
Tris-HCl缓冲液( pH 7. 0)和醋酸作为释放介质,研究
IN S-多糖纳米粒在弱酸及中性介质中 INS稳定性;了
解缓冲液等有机组分影响 IN S-多糖纳米粒控释 INS
速率及动力学特性. 选用电子光谱技术研究 INS-多糖
纳米粒控释 IN S的动力学过程和规律.采用高灵敏度
紫外分光光度计直接监测 IN S-多糖纳米粒释放 INS
全过程,监测波长为 280 nm.
( 6)基质和质谱测试样品配制
0. 1% 的三氟乙酸 ( TFA)水溶液和 30% 的乙腈
( ACN)按 7: 1体积比混合成溶液. 根据试验要求加入
一定量的基质于混合溶液中,超声波处理 5 min,并离
心( 5 000 g) 5 min,收集上清液,即为饱和基质溶液.样
品和饱和基质溶液按1: 1体积比混合后,取 0. 8 LL 混
合物直接点滴在 MALDI-TOF 质谱仪专用样品靶上,
待样品自然干燥后, 将样品靶直接放入质谱仪的靶箱
内,进行样品分析[ 8- 10] .
2  结果和讨论
2. 1  质谱分析 INS-SA纳米粒稳定性及 INS分
解产物
海藻酸由 B-1, 4-D 糖苷醛酸和A-1, 4-L 古洛糖醛
组成的杂多糖, 它已较为广泛地被用于药物的控释材
料及蛋白质固定剂.近期研究已经证实, 由 SA 和 CS
包被的 INS 纳米粒经分离与纯化后, 其纳米粒中的
IN S无法呈现特征的质谱峰;即在酸性基质作用下,来
源于 MALDI-T OF 质谱仪的激光强度,也无法直接使
IN S-多糖纳米粒释放 INS, 并供于质谱分析 [ 12] . 通常
IN S表现出三个特征质谱峰, 其中峰位 m/ z 位于
5 780. 23, 2 887. 46和 3 362. 55处, 分别是带单电荷
的 IN S、带双电荷 IN S和 IN S的 B链修饰物[ 12] .本实
验在分析前,将已合成的 INS-SA 纳米粒经 Sephadex
G-75层析柱纯化, 随后再采用 HPLC 进一步验证其
IN S-SA纳米粒纯度(图 1) . 从图示中的色谱图可获
悉,用于研究的 INS- SA 纳米粒样品具有较高纯度和
含有微量杂质, 符合于采用 MALDI-T OF 质谱技术研
究 IN S及它的分解产物基本要求.把经纯化后的 INS-
SA 纳米粒置于 T ris-HCl( pH7. 2) 缓冲液中 30 min
后,并采用 MALDI-T OF 质谱技术测定 INS 和它的分
解产物,可获得图 2结果.从图 2结果可看出, IN S-SA
 图 1  经反相高压液相色谱分离后, INS-SA 纳米粒的色
谱图
F ig . 1  Chromatog ram o f INS-SA nanopart icles separated
with RE-H PLC
纳米粒在 T ris-HCl缓冲液( pH 7. 2)呈不稳定状态,
易快速释放 IN S( m/ z 5 780) ;释放后的 INS 可能受缓
冲液有机组成( T ris)的影响,导致它在基质辅助和激
光解吸 IN S成为分子离子过程中, 使部分 INS 分解成
各种多肽产物 (见图 2) 或者由受缓冲液有机组成
( T r is)直接影响而分解 IN S. IN S在 pH2. 0~ 3. 5介质
中呈稳定状态, 没有发生水解或 A链和 B链之间的断
裂等现象,已经获得实验验证
[ 12]
. 这说明 INS 直接口
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 图 2  INS-SA 纳米粒在 T ris-H Cl缓冲液( pH7. 2)中的
质谱图
F ig . 2  Mass spect rog ram o f INS-SA nanoparticles in the










过削弱 L-R 酰氨键键能, 加速 INS 水解和降解. 因而
IN S在 T ris-H Cl介质( pH 7. 2)下, 呈不稳定状态,易
被降解成短肽产物(图 2) .为了进一步证实上述论点
的可信度和合理性, 作者对 INS-SA 纳米粒先进行稀
碱液处理( 0. 1 mo l/ L , 30 min)后, 再转入 T ris-H Cl介





作者采用电子光谱技术研究 IN S-SA 和 INS-CS 纳米
粒控释 IN S的能力与速率,可为筛选 INS或其他多肽
药物成多肽纳米粒药物的最佳包被材料提供快速简便
的可行性鉴定技术.
2. 2  INS-SA纳米粒释放 INS过程和动力学特
性
图 4是在 T ris-HCl( pH 7. 2)介质条件下, INS-
SA 纳米粒释放 INS 动力学全过程, 释放时间约为
96. 0 h.从图中可清楚看出, INS-SA 纳米粒以不同速
率方式释放纳米粒中的 INS,并可分为快速(图 4A )和
慢速(图 4B)释放阶段,其中在 3 h内释放约为占 63%
IN S方式(图 4A )称为快速释放阶段; 而释放其余的
IN S量却需要约为 95 h, 可称为慢速释放阶段.释放速
率和方式可能与构成 INS 纳米粒的包被材料 SA 组成
有关.为了证实这一论点,作者选用醋酸为反应介质,
研究 INS-SA 纳米粒释放 INS动力学全过程.图 5是
在醋酸介质条件下, IN S-SA纳米粒释放 INS全过程.
比较图 4~ 5 结果, 同样能直观地看出, IN S-SA 纳米
 图 3  经弱碱( 0. 1mol/ L )处理后, INS-SA 纳米粒在 T r is-
H Cl缓冲液( pH 7. 2)中的质谱图
F ig . 3  Mass spect rog ram o f INS-SA nanopa rticles in the
T ris- HCl buffer ( pH 7. 2 ) after tr eated w ith
weaken basic medium( 0. 1 mo l/ L NaOH )
 图 4  在 T ris-H Cl缓冲液 ( pH7. 2)条件下, INS-SA 纳米
粒释放 INS 全过程
F ig . 4  A complete pr ocess o f INS release from the INS-
SA nanoparticles in t he T ris-H Cl buffer ( pH7. 2)
 图 5  在醋酸条件下, INS-SA 纳米粒释放 INS 全过程
F ig . 5  A complete pr ocess o f INS release from the INS-
SA nanoparticles in acetic acids( pH4. 0)
粒以两种不同的速率释放 IN S, 其释放过程和趋势与
图 4结果很类似.从图 5中可看出, INS-SA 纳米粒在
醋酸介质中比在 Tris-HCl缓冲液中更不稳定, 在反应
时间为 3 h内, INS-SA 纳米粒已释放 80%的 INS,属
于快速释放阶段(图 5A) ; 而释放剩余 20%的 INS 至
#699#第 5 期         黄河宁等:质谱和动力学技术研究胰岛素-多糖纳米粒稳定性和释放胰岛素速率
 图 6  在 T ris-H Cl缓冲液( pH 7. 2)条件下, INS-CS 纳米
粒释放 INS 全过程
F ig . 6  A complete pr ocess o f INS release from the INS-
CS nanopa rticles in the T r is-HCl buffer( pH 7. 2)
少需要 93 h以上,属于慢速释放阶段(图 4B) . 进一步
分析图 3~ 4结果和 INS 释放速率, 作者认为 IN S-SA
纳米粒在弱酸碱和有机化合物介质中稳定性比较差,
尤其控释 INS速率, 不太适合作为 INS 或其他多肽药
物的口服制剂纳米粒包被材料.
2. 3  INS-CS纳米粒释放 INS过程和动力学特
性
CS 属于碱性多糖,具有无毒、来源丰富、有良好的
生物相溶性及生物可降解性等特点. 近年来, CS 在药
物控释、缓释、靶向智能释放等研究领域中已经引起极
大关注和重视[ 5- 6] . 图 6 是 INS-CS 纳米粒在 T ris-
HCl( pH 7. 2)条件下释放 INS 全过程.比较图 3结果
可获悉, INS-CS 纳米粒释放 INS 速率明显慢于 INS-
SA 纳米粒,同样可以分为快速释放阶段(图 6A )和慢
速释放阶段(图 6B) . 比较图 4结果,作者发现 INS-CS
纳米粒释放占总量 INS的 63%时,所需要的反应时间
约为 20 h(图 6A) , 而释放其余的 INS 所需要的时间
约为 76 h(图 6B) ,具备可控释和缓释 INS的能力.如
以释放 IN S释放量为自然对数对反应时间作图可获
得线性对应关系, 即认为 IN S-CS 纳米粒以一级反应
动力学方式释放 INS, 它与具有控释能力的铁蛋白和
转铁蛋白释放铁的动力学规律和特性很相似[ 13- 14] ,具
有通过蛋白质结构或构象调节方式控释铁速率的趋
势.参比图 4~ 6实验结果, 作者认为选用 CS作为 INS
纳米粒包被材料要比 SA 显示更多优势, 至少在控释
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Stability and Rate of Insulin Release from the Insulin-Polysaccharide
Nanoparticles Measured with a Combine Off- line Technolgy
Both Mass Spectrometry and Kinetics
HUANG He-ning1* , XIE Lin1 , YI Ru-i zao3 ,
FANG Xue-ping1 , HUANG H e-qing1, 2* *
( 1. Key Labo rato ry of MOE for Cell Biolog y and T umo r Cell Eng ineering , School of L ife Sciences, Xiamen Universit y,
2. State Key Labo rato ry o f Physical Chemist ry o f Solid Surface, Co llege of Chemistr y and Chem ical Engineering ,
Xiamen Universit y, Xiamen 361005, China;
3. Third Institute of Oceanog raphy, St ate Oceanic Administr ation, X iamen 361005, China)
Abstract: Sodium a lg inat e( SA) and chitosan( CS) as encapsulated mater ials w ere used to encapsulate into the po ly saccharide nan-
opar ticle o f insulin. T he stability o f these nanoparticles effected with several chemical factor s w as fur ther studied by matr ix- assisted
laser deso rption ionization/ time of flight mass spectr ometr y( M ALDI-T OF MS) . Mo reover, the r at e of contro lled release insulin( I SN )
and its kinetic char acteristics fr om the SA-nanoparticles o f INS w ere measured w ith electr onic spectral technolog y. The experimental
results indicat ed that SA-nanopart icles of INS showed unstable character istics under the condition o f both T ris-H Cl buffer( pH7. 2)
and acet ic acids, respectiv ely , because of insulin r elease easily . Contrar ily, INS within the po ly saccharide nanoparticle of CS w as sug-
gested to be stability due to r ate o f insulin r elease in later w as much low er than that in front. It is indicated that this kinetic pathway
follow ed f irst- o rder reaction. Even so, both INS-SA and INS-CS nanopart icles had still capacities for contr olling the rate, but bo th
rates went along different evidently , w hich can be divided int o quick and slow approaches. Here, w e indicated that CS rat her than SA
as encapsulated materials is suit for prepa ring o ral drug o f INS encapsulated with po ly saccharide nanopar ticle.
Key words: mass spectromet ry; kinetics of insulin release; stabilit y; po lysaccharide nanopar ticles; deliver y
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